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血友病A患者に認められた第VIII因子Alドメイン内の
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【要旨】血友病Aは第VIII因子（FVIII）の異常による出血性疾患である。血友病AにはFVIII抗原が認
められるがFVIII活性の低い病型があり、　Cross－Reacting　Material－positive（CRMつと呼ぶ。　CRM＋血友病
A患者に見出されたミスセンス変異Aspl16Asn（Dl16N）の分子異常を明らかにするために発現実験を
行った。ワンステップのsite－directed　mutagenesisキットにて作製した変異FVIIIをHEK293細胞にトランス
フェクションし培養上清中のFVIII活性、抗原を測定した。変異FVIIIの活性、抗原はそれぞれ野生型に対
して、1．8±0．7％、120．9±255％であり、Dl16NはCRM＋であることを確認した。活性低下の原因として、新
しい糖鎖が付加されている可能性について検討した。イムノブロット解析では、抗A2抗体を用いた間接証
明であるがDl16Nでは田鼠付加による分子量の増大に伴う易動度の変化は無いと考えられた。　N－Glycanase
により糖鎖を切断することでFVIII活性の上昇が得られるかどうかを確認したが、活性は上昇しなかった。
これらの結果から、Dl16Nの活性低下要因は新しい直鎖付加によるものではなく、構造変化に伴うカルシウ
ム結合性の低下によることが示唆された。
はじめに
　血友病Aは第VIII因子（FVIII）の量的あるいは
質的異常が病因の出血性疾患である。X染色体性劣性
遺伝形式である本症の発生頻度は男児出生1万人に1
人の頻度である。第VIII因子遺伝子（F8）はX染色
体長腕上の末端側Xq28に存在し、全長約186　kbで
26のエクソンと25のイントロンにより構成される。
1984年にFVIII　cDNAのクローニングが成功して以
来、血友病AとF8異常に関する多くの知見が蓄積さ
れてきた。血友病Aの重症度は血漿FVIII活性
（FVIII：C）と概ね相関しており、1％未満を重症型、1
～5％を中等症型、5％以上を軽症型に分類する1）2）。ま
たFVIII抗原量（FVIII：Ag）がFVIII：Cと一致し
ない分子異常のFVIIIを有する血友病Aの変異病型
があり、正常量（≧50％）のFVIII：Agを有する病型
をCross－Reacting　Material（CRM）一positive（CRM＋）
と呼び、その頻度は全体の約10％に認められる。それ
に対し、FVIII：Agが正常量の≦50％でFVIII：Cが
それよりも低下しているものをCRM－reduced、　FVIII：
AgもFVIII：Cも同様に低下しているものをCRM－
negative（CRM一）と呼ぶ3）4）。中等症、軽症型にはミス
センス変異による分子異常が原因と考えられる
CRM－positiveやreduced症例が多く報告されてい
る5）。
　FVIIIは分子量330　kDaの糖タンパク質で、アミノ
酸配列の相同性からAl－A2－B－A3－Cl－C2のドメイン
構造を る6）。2351残基のFVIII前駆体は主に肝臓で
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合成される一本鎖糖タンパク質で小胞体内腔に移行
する際に種々のタンパク翻訳後修飾が、小胞体内腔で
タンパクの折り畳みや糖付加が行われる。ゴルジ体に
移行したFVIIIは更に糖鎖付加、修飾、硫酸化が行わ
れ、N末端由来200　kDaの重鎖（Al－A2－B）とC末端
由来80kDaの側鎖（A3－Cl－C2）に分解されてヘテロ
ダイマーとなり、成熟したFVIIIとして分泌され
る7－9）。トロンビンによる活性化に伴い重鎖は50kDa
のAlと43　kDaのA2フラグメントに、軽鎖は73
kDaのA3－Cl－C2のフラグメントに分解される10）。
　Aドメインは第V因子（FV）や銅結合タンパクの
セルロプラスミンと相同性があり、FVIII　l分子内に
は1つの銅イオンの存在が同定されている11）。また
FVIIIの重鎖と軽鎖はマンガンやカルシウムなどの2
逗子イオンにて再構成されることが報告されており、
FVIII活性の出現のためには、　Aドメインと陽イオン
の何らかの会合が必要であると考えられている12）。
　本研究では、CRM＋血友病A患者に見出されたAl
ドメイン内のミスセンス変異Aspl16Asn（Dl16N）
のFVIII分子異常を明らかにするために、タンパク質
発現実験を行った。
研究材料および方法
　L　変異FVIIIプラスミドの作製
　フルレングスFVIII　cDNAの入ったFVIII合成プ
ラスミド（pMT2　VIII）13＞はRandal　J　Kaufman（Bio－
logical　Chemistry，　University　of　Michigan，　Ann　Arbor，
MI，　USA）より提供を受けた。　pMT2　Vfilを鋳型とし
て、Quickchange⑪　Site－Directed　Mutagenesis　Kit
（Stratagene⑪，　LA　Jolla，　CA，　USA）を用いて、　FVHI
Dl16Nプラスミド変異体の作製を行った14）15）。　FVIII
合成プラスミドのアスパラギン酸l16のコドン配列
（gat）からアスパラギン（aat）に点突然変異を発生さ
せる為に、5ノーgctgaatatgataatcagaccagtcaa－3t、5t－
ttgactggtctgattatcatattcagc－3ノのミュータジェニックプ
ライマーを設計した。Pfu　Turbo⑪　DNA　polymeraseを
用いて、pMT2　VIIIプラスミド全体を一周増幅させる
PCRを行った。　PCR条件は、95℃30秒の後、95℃30
秒、55℃1分、68℃20分を12サイクル行った。PCR
産物はDρn1で37．CI時間の制限酵素処理反応を行
い、処理後のPCR産物1μ1を、Competent　high　DH5α
（TOYOBO）にトランスフォーメーションした。　LB寒；
天培地（Invitrogen）に発育したコロニーを採取し、コ
ロニーのPCR産物をテンプレートとし、　Thermo　Se一
quenase⑪　core　sequencing　kit（Amersham）を用いてジ
デオキシ法によるダイレクトシークエンスを行った。
解析にはHITAcHI　sQ5500Eシークエンサーを用い
て点変異を確認した。変異が確認できたコロニーは、
QIAprep⑪Maxi　Kit（Qiagen）にて変異プラスミド精
製を行った。精製した変異体プラスミドは、さらにダ
イレクトシークエンスにより変異の確認を行った。
　2．リコンビナントFVIIIの合成
　リポフェクタミン試薬（lnvitrogen）を用いて、野生
型（Wild　Type，　WT）のpMT2　VIIIプラスミドと、作
製したD116N変異体をHEK293細胞に一過性発現
させた。トランスフェクション48時間後にそれぞれ
の培養上清（Conditioned　Medium，　CM）を採取し、測
定までは一80℃に凍結保存した。
　3．：FVIII活性（：FVIII：C）と抗原量（FVIII：Ag）
　　　の測定
　FVIII：Cは、自動血液凝固能測定装置（ACL9㎜，
Instrumentation　Laboratory）に、　APTT試薬（IL－
testTM，　Instrumentation　Laboratory）とFVIII欠乏血漿
（George　King）を用いて凝固一段法で測定した。
FVIII：Agはポリク寸心ナル抗体を用いたサンド
イッチEIA法（ASSERACROM⑭FVIII：Ag（Roche
Diagnostica　Stago））を使用して測定した。
　4．免疫沈降法とSDS－PAGE、イムノブロット法
　　　による：FVmタンパクの解析
　CM中のリコンビナントFVIIIを抗ヒトFVIIIポ
リクローナル抗体と反応後、FVIII一抗体複合体をプ
ロテインAセファロースで免疫沈降させた。終濃度1
単位／mlのα一トロンビンを添加し37℃30分で処理
したリコンビナントFVIIIを2／15ポリアクリルアミ
ドゲル（PAGミニ「第一」、第一化学薬品）でSDS－
PAGE電気泳動した。電気泳動したゲルはPVDF膜
（Immobilon－P，　MILLIPORE）にプロットし、抗FVIII
A2ドメインモノクローナル抗体を反応させ、リコン
ビナントFVHIの性状を観察した。　HRP基質はコニ
カイムノステインを用いて発色した9）。
　5．変異FVIIIのN－Glycanase⑪処理
　WTと変異体リコンビナントFVIrlにそれぞれ等
量のFV皿欠乏血漿を混和することで、生理的状態に
近づけた上で、N－Glycanase⑪（Glyko）を反応させた。
N－Glycanase⑰と反応後、経時的にFVIII：Cの変化を
凝固一段法で測定した16）17）。
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結 果
　FVIII変異体の作製
　QuickChange⑩Site－Directed　Mutagenesis　Kitを用い
て血友病A遺伝子変異である、血液凝固第VIII因子
のDl16N変異遺伝子を含むプラスミドを作製した。
Fig．1に示すDNAのダイレクトシークエンスの結
果、目的の遺伝子変異（gat→aat）が正しく導入され
ていることが確認された。
　変異FVIIIの発現型
　FVIII変異体Dl16Nについてトランスフェクショ
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Fig．1　DNA　sequencing　electropherogram　showing　the　pMT2－
　　　FVIII－D　116N　mutant．
　　　After　the　pMT2－FVIII－D　l　16N　mutant　was　constructed
　　　using　QuickChange＠　Site－Directed　Mutagenesis　Kit，
　　　nucleotide　sequence　analysis　identified　g　to　a　mutation，
　　　which　causes　the　FVIII－D　116　（gat）　to　N　116　（aat）　substi－
　　　tution．
120
　100p
も　80
G－so
さ60
葺
g　40
L　20
　　　　　o
　　　　　　　　wr　Dl　16N　Mock
Fig．2　The　activity　and　antigen　of　recombinant　FVIII．
ン48時間後のCMのFVIII：C、　FVIII：Agを測定し
た。3回の異なるトランスフェクションにおける結果
をFig．2に示す。　wTに対して、　D　116NはFvlH：c
が1．8±0．7％、FVIII：Agが120．9±25．5％であった。
Dl16Nはほぼ正常の抗原量であるが、活性は著しく低
下しておりCRM＋であることが確認された。
　変異FVIIIのイムノブロット解析
　リコンビナントFVIIIのイムノブロット解析を
Fig．3に示す。抗Alモノクローナル抗体では、　FvlII
の構造変化によりAlフラグメントを認識することが
できないと考えられるため、抗A2モノクローナル抗
体を用いて評価を行った。90kDaのA　1－A2フラグメ
ントと43kDaのA2フラグメントのどちらも同時に
検出することができるように、トロンビンによる
FVIII処理を不十分な条件で行った。　WTも変異体も
同様に90kDaのAl－A2、43　kDaのA2フラグメント
が検出された。よって、変異体のAlドメインも電気
泳動上の易動度に差は無いと考えられた。
　変異FVIIIのN－Glycanase⑪処理
　アスパラギン酸l16がアスパラギンに置換される
と、l16番残基には新しくN－linked　glycosylation（魚
油）が生ずる可能性がある。この変異において新しい
糖鎖が出現し、かつFVIII：Cの低下に影響している
かどうかを検討するために、糖鎖を切断する酵素であ
るN－Glycanase⑪にて変異体を処理した後、経時的に
FVIII＝Cを測定した（Fig．4）。　WTではN－Glyca－
nase⑪処理30分後に、約2倍の活性の上昇を認めた
が、その後、徐々に活性は低下した。Dl16Nでも同様
にN－Glycanase⑪処理後に軽度の活性上昇を認めた
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gonditioned　medium　（CM）　of　wild　type　（WT）　and　D116N　mutant　FVIII　were　harvested　at　48　hours　posttransfection　for
FVJI！．g－sTsTay一．．　．　Thg　qctivity　and　antigen　in　the　CM　were　measured　by　one　stage　clotting　assay　and　ELISA　utilizing
anti－FVIII　light　chain　monoclonal　antibody，　respectively．　Data　are　expressed　as　percentages　of　WT．　Bars　indicaie
means±standard　deviation　ofthree　independent　transfection　experiments．　The　mock　column　indicates　cells　that　did　not
receive　plasmid　DNA．
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Fig．3　lmmunoblotting　analysis　of　recombinant　FVIII．
　　　WT　and　D　l　16N　recombinant　FVIII　immunoprecipitated　by　anti－FVIII　polyclonal　antibody　from　conditioned　medium
　　　were　analyzed　by　SDS－PAGE　after　adequate　thrombin　digestion．　Protein　was　transferred　to　PVDF　membrane　by
　　　Western　blotting．　The　membrane　was　reacted　with　anti－FVIII　A2　monoclonal　antibody．　The　mock　column　indicates
　　　cells　that　did　not　receive　plasmid　DNA．　Molecular　weight　size　markers　are　shown　on　the　left．　A　l－A2　and　A2　fragments
　　　are　indicated　on　the　right．
が、徐々に活性の低下が観察された。
考 察
　血友病Aは先天性凝固障害症の中では最も頻度が
高く、出血症状も重篤であり、古くより多くの研究者
や臨床家の研究の対象となってきた。しかし血漿含有
量が200～300ng／mlと非常に少なく、不安定なFVIII
タンパクの精製や生化学的解析は1980年代前半まで
難航していた。cDNAが明らかにされて以来、リコン
ビナント技術を用いたFVIII発現実験における研究
成果は、より安全な血友病Aの治療薬開発にも大きく
貢献することとなった。遺伝子解析において明らかに
されている血友病A患者の変異FVHIの合成と解析
により、その遺伝子型と発現型との関係の確認が可能
となったことで、より確実な病因遺伝子の特定が行え
るようになった。さらに、そこから機能上重要な役割
を持っている部位を推定し、その部位に人工的に変異
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Fig．4　Effect　of　N－Glycanase　for　D　l　16N　mutant　FVIII．
　　　FVIII　（WT：　一，　D　l　16N：　A）　in　conditioned　medium
　　　with　an　equal　volume　of　FVIII　deficient　plasma　was
　　　incubated　with　N－glycanase．　FVIII　activity　after
　　　increasing　times　（O，　O．5，　1，　2，　6，　7　hours）　was　determined
　　　by　one　stage　clotting　assay．
を作り出すことによって、FVIIIの構造と機能の精密
な解析が行われている18）。
　いままでの変異体作製技術では、目的とする変異部
位を制限酵素にてとりだし、ミスマッチPCRにより
（4）
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Fig．5　Location　of　D　l　16　with　FVIII　3－dimensional　structure　model．
　　　The　FVIII　molecule　model　was　constructed　based　on　the　crystal　structure　of　FIXa，　the　membrane－bound　FVIII　structure，
　　　and　the　FIXa／FVIIIa　binding　sites　by　Stoilova－McPhie　et　al．2i）．　The　FVIII　molecule　model　is　iilustrated　using　RasMol．
　　　The　lower　part　of　the　figure　shows　a　phospholipid　membrane．　The　mutation　site　D　l　16　is　represented　with　a　large　red
　　　spacefi11．　A　l，　A2，　A3，　C　l　and　C2　domains　are　shown　as　pink，　purple，　orange，　brown　and　violet，　respectively．
　　　Asparagine　residues　known　to　be　glycosylated（N41，　N239，　N582，　N　l　810，　and　N2118）are　represented　with　sky－blue
　　　spacefills．
変異を作成した後、元のプラスミドにライゲーション
する必要があった。しかし、従来のこの方法では変異
部位をとりだすための制限酵素は、そのプラスミドに
おいて1ケ所のみを切断するものを選択する必要が
あり、変異を作製する部位によっては、制限酵素の選
択が困難になる場合がある。これに比較すると本研究
で用いたQuickchange⑪site－Directed　Mutagenesis　Kit
は、変異部位のミュータジェニックプライマーを作製
するだけで、ワンステップで変異体を作製することが
できる簡便な方法である。しかし、本法ではプラスミ
ドを全周にわたってPCRすることができなけれぼ変
異体を作製できない。FVHIのcDNAは全長で7．2　kb
と長く、それを含むプラスミド自体は12kbにも及ぶ
ため、本法にて変異体を作製することが可能かどうか
は不明であり、今までに報告は無かった。本研究にお
いてフルレングスのFVIIIでも本法で変異体を作製
できることが確認できた。タンパク質の機能解析の一
方法として、多部位のアミノ酸をアラニンに変異さ
せ、多種類の変異体を作製して比較検討するアラニン
スキャンニング法がある。このように多くの変異体を
作製する時には、このワンステップの方法は大変有意
義である。今後、FVHIにおいても制限酵素選択にしば
られること無く、本法を用いて多くの変異体の作製、
検討が行えるようになると考えられる。
今回作製したDl16N変異は、柴田ら19）の報告した
重症血友病A患者に見出された遺伝子変異である。患
者血漿のFVIII：Cは1％未満、　FVIII：Agは50％と
報告されている。本研究において、リコンビナント
FV皿のDl16N変異体も患者血漿同様にCRM＋の表
現型を示したことから、このD116N変異が本患者に
血友病Aを惹き起こしている病因遺伝子として確認
された。2006年1月現在、血友病遺伝子変異の世界的
データベース20）には他にDl16Nの報告は無く、同部
位のグリシンへの変異が1例報告されているのみで
ある。
　Dl16Nではアスパラギン酸l16がアスパラギンへ
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置換されることで、Asn－X－Thrのアミノ酸配列と
なり、新たにN－glycosylation部位が出現する。今まで
にIle566ThrとMet1772Thrの2症例で、　SDS－PAGE
における易動度の違いやN－GlycanaseaD処理による
FVIII活性の上昇から、この余剰糖鎖の付加が確認さ
れている16）。本研究では、イムノブロット解析におい
てAlフラグメントを直接確認することはできなかっ
た。しかし、Al－A2フラグメントとA2フラグメント
においてWTと差が無かったことから、問接的な証明
であるがDl16Nでは産直付加による分子量の増大に
伴う易動度の変化は無いと考えられた。そこで、さら
なる確認のためにN－Glycanase⑭処理によるFVIII活
性の変化により推測することとした。酵素処理直後に
ごく軽度のFVIII活性上昇が認められたが、これは
WTにおいても認められたもので、　N－Glycanase⑪によ
る非特異的な反応であり、また糖鎖処理が充分行われ
た為と考えられる。N－Glycanase⑭処理により明らかな
FVIII活性の上昇は得られなかったことから、　D116N
には新しい糖鎖は付加されていないことが示唆され
た。前述の2症例では、実際に糖鎖結合部位となるア
スパラギンにはアミノ酸置換は無く、ともに2残基C
末端側のスレオニンへの置換により新たな糖鎖結合
が生じている。Dl16Nでは転語結合部位の条件は満た
しているが、結合部位となるアスパラギン自体が新た
に出現したものであることが、糖乳結合を引き起こさ
ない原因かもしれない。上記のアミノ酸配列以外に、
糖鎖結合を制御するメカニズムの存在が疑える。
　柴田らは患者血漿の解析において、抗Al抗体を用
いたELISA法ではFVIII抗原量を測定できず、　WB
法では抗Al抗体、抗A2抗体ともにFVIII重鎖を認
識できないため、本変異はA2ドメインの立体構造に
変化を及ぼしていると報告している19）。本研究で用い
た抗A2モノクローナル抗体ではFVIII重鎖を認識す
ることができた。これは、抗体のエピトープ部位の差
異のためと考えられる。我々が使用した抗体では異な
る結果であったが、Dl16NはA1ドメイン内の変異で
も抗A2ドメイン抗体の反応性に影響を及ぼすような
立体構造の変化をもたらしている可能性は残される。
Fvlllの立体構造モデルをFig．5に示す21）。モデル上、
Dl16は軽油のA3やClドメインと近傍で、　A2ドメ
インとは比較的離れた位置にある。近年、FVのカルシ
ウム結合領域と相同性のあるFVIII　Alドメイン内
110一・126残基領域はFVIIIのカルシウム結合部位であ
ることが提唱された22）23）。Dl16Nは離れた部位である
A2ドメインの立体構造をも変化させる変異であると
考えられることから、より近傍である軽鎖とのカルシ
ウム結合に大きく影響を与えていることが示唆され
る。このカルシウム結合への影響が、FVIII活性の低下
をもたらしていることが推測される。
　カルシウム結合がどのように阻害されるのかはま
だ明らかにされていない、さらに詳細な検討によって
その分子病態が明らかにされることが、今後より高活
性で安定性のある新しいFVIII治療薬の開発に寄与
することを期待する。
結 論
　血友病A患者に認められた第VIII因子重鎖内のミ
スセンス変異Aspl16Asnが発現実験により、病因遺
伝子異常であることを確認した。本変異の活性低下要
因は新しい糖鎖付加によるものではなく、構造変化に
伴うカルシウム結合性の低下によることが示唆され
た。
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The　molecular　basis　for　hemophilia　A　due　to　missense　mutation　（Asp　l　16Asn）
within　the　A　l－domain　of　factor　VIII
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Abstract
　　　　Factor　VIII　（FVIII）　is　the　protein　that　is　defective　in　the　bleeding　disorder　hemophilia　A．　Some　patients　have　normal
amounts　of　a　dysfunctional　FVIII　protein　and　are　termed　cross－reacting　material　（CRM）一positive．　To　investigate　the
molecular　basis　of　the　genetic　defects　within　the　A－domain，　we　constructed　an　Asp　l　16Asn　mutation　of　FVIII　gene　that　was
previously　reported　in　a　patient．　Mutant　was　made　by　a　site－directed　mutagenesis　kit．　Wild－type　（WT）　and　mutant　FVIII
molecules　were　transiently　expressed　in　HEK293　cells．　Conditioned　medium　（CM）　was　assayed　for　clotting　activity　and
antigen　levels　（ELISA　utilizing　anti－FVIII　light　chain　monoclonal　antibody）．　FVIII　activity　and　the　antigen　of　this　mutant
（％　of　WT）　were　1．8±O．70／o，　120．9±25．5％，　respectively．　The　phenotype　of　Asp　l　16Asn　was　confirmed　as　CRM－positive．　To
test　whether　this　mutant　would　make　a　new　glycosylation　site，　SDS－PAGE　analysis　was　performed．　A2　fragment　and　the　90
kDa　A　1－A2　heavy　chain　of　Asp　116Asn　were　detected　in　the　same　way　as　WT　by　immunoblotting　using　anti－FVIII　A2　domain
monoclonal　antibody，　indicating　the　mobility　of　A　l　fragment　was　not　reduced．　We　speculate　that　there　is　no　additional
glycosylation　in　this　mutant　FVIII．　We　then　analyzed　the　FVIII　clotting　activity　after　incubation　with　N－glycanase，　to
identify　whether　removal　of　additional　glycosylation　would　increase　FVIII　activity　of　this　mutant　N－glycanase　digestion　did
not　increase　the　activity，　suggesting　no　new　N－glycosylation　in　this　mutant．　These　results　suggest　that　the　defect　in　the
Asp　l　16Asn　is　not　due　to　a　formation　of　new　N－glycosylation，　but　may　be　caused　by　altering　the　conformation　of　the　recently
proposed　calcium　binding　site．
〈Key　words＞Hemophilia　A，　Missense　mutation，　Factor　VIII
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